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ATCC Ameriška zbirka tipskih kultur (ang. American type 
culture collection) 
CLA konjugirana linulenska kislina (ang. conjugated  
linoleic acid) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic  
acid) 
GRAS smatrano kot varno v uporabi (za prehrano) ljudi  
in živali (ang. generally recognised as safe) 
IM Inštitut za mlekarstvo 
LBS selektivno za Lactobacillus (Lactobacillus selective) 
MKB mlečnokislinska bakterija 
MRS de Man, Rogosa in Sharp 
obr./min obrati na minuto 
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Med mikroorganizmi najdemo veliko takih, ki kažejo blagodejne biološke učinke na 
človeško telo. Med bolje proučenimi bakterijami, koristnimi za gostitelja, so 
mlečnokislinske bakterije. Med slednje sodijo tudi bakterije rodu Lactobacillus, ki že 
stoletja predstavljajo delovne mikroorganizme za pridelavo hrane po različnih regijah 
sveta.  
S prehrano, bogato z mlečnokislinskimi bakterijami, zaužijemo tudi potencialne probiotike, 
ki izkazujejo različne koristne učinke na gostitelja. Lahko izboljšujejo prebavo, ščitijo pred 
vdorom in poselitvijo prebavnega trakta s patogenimi mikroorganizmi in vplivajo tako na 
delovanje imunskega sistema človeka, kot tudi na pravilen razvoj človeškega živčnega 
sistema. Pozitivno delovanje probiotikov se pripisuje njihovi produkciji številnih različnih 
sekundarnih metabolitov ter neposrednim interakcijam z drugimi bakterijami in 
gostiteljskimi celicami. 
 
Pri oralni uporabi probiotikov, jih velik delež ne preživi potovanja skozi začetni del 
prebavnega trakta, saj izredno nizek pH želodca deluje kot biološka selektivna prepreka. 
Dostop probiotikov do tarčnih mest črevesja, kjer bi lahko učinkovito delovali, je torej na 
tak način močno omejen. Zaradi opisanega smo preverili, ali se mikrokapsulacija 
probiotične bakterijske kulture Lactobacillus planarum ATCC 8014/IM 308 v 
polisaharidni matriks alginat lahko izkaže za možno rešitev. 
1.1 NAMEN IN POVOD DELA   
Namen raziskave je bil, na podlagi podatkov, dostopnih v literaturi, optimizirati proces 
izdelave alginatnih mikrokapsul z integrirano bakterijsko kulturo Lactobacillus plantarum.  
Z analizo viabilnosti smo želeli dobiti vpogled v ustreznost tovrstne priprave probiotikov, 
za potrebe farmacevtske in živilske industrije ter zdravstva.  
1.2 HIPOTEZE 
Hipotezi, ki smo jih postavili sta slededeči: 
 Mikrokapsulacija mikroorganizmov omogoča visoko stopnjo ohranjene viabilnosti. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ČLOVEŠKA MIKROBIOTA 
Človeški gastrointestinalni trakt poseljuje raznolika in številčna mikrobna združba. 
(Poretsky in sod., 2014). Gostota bakterijskih celic v debelem črevesju je ocenjena na 
vrednost med 1011 in 1012 celic/mL, kar uvršča črevesni habitat med enega izmed 
najgosteje poseljenih poznanih habitatov na planetu (Ley in sod., 2006).  
Mikrobiom človeka zajema okoli 3 milijone genov, ki se odražajo v tisočerih različnih 
metabolitih, celoten nabor človeškega genoma pa je ocenjen na le okoli 23 tisoč genov 
(Valdes in sod., 2018). Črevesna mikrobiota je pri človeku sestavljena iz številnih vrst 
različnih mikroorganizmov (bakterij, kvasovk in virusov). Najbolj je opisana mikrobiota 
bakterij, ki so taksonomsko uvrščene v debla, razrede, redove, družine, rodove in vrste 
(Rinninella in sod., 2019).  
 
Prevladujoče bakterije, ki običajno sestavljajo mikrobno populacijo prebavnega trakta, 
spadajo v debla Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria in 
Verrucomicrobia, pri čemer Firmicutes in Bacterioidetes običajno predstavljata kar 90 % 
populacije (Arumugam in sod., 2011). Deblo Firmicutes sestavlja več kot 200 različnih 
rodov, kot so Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus, Rumnicoccus in številni drugi 
(Rinninella in sod., 2019). Baterioidetes pa sestavljajo v glavnem predstavniki iz rodov 
Bateroides in Prevotella (Rinninella in sod., 2019).  
 
Črevesna mikrobiota igra ključno vlogo v imunskem odzivu proti vdorom patogenih 
bakterij, saj z absorbcijo hranil in/ali izločanjem bakteriocinov, onemogočajo njihovo 
poselitev in rast (Rinninella in sod., 2019), prav tako pa ustrezna črevesna mikrobiota 
vzdržuje integriteto črevesnega epitelija (Khosravi in sod., 2013).  
 
Komenzalne bakterije so ključni regulatorji prebave vzdolž prebavnega trakta, saj igrajo 
pomembno vlogo pri črpanju, sintezi in absorbciji hranilnih spojin, kot so maščobne 
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Slika 1: Taksonomsko urejen primer sestave črevesne mikrobiote (Rinninella in sod., 2019) 
 
2.1.2 Enterotipi človeške mikrobiote 
 
Vsak zdrav človek ima unikatno črevesno mikrobioto (Rinninella in sod., 2019). Glavnina 
črevesne mikroflore se pri človeku izoblikuje v zgodnjem življenju, med 4. in 36. mesecem 
starosti, končna sestava pa je odvisna od starosti zarodka ob rojstvu, načina rojstva, metod 
dojenja, navajanja na trdo hrano, življenjskega sloga ter prehrambenih in kulturnih navad 
(Rinninella in sod., 2019).  
 
Raziskave kažejo na stabilnost mikrobiote že pri otrocih ob dopolnjenem 3. letu starosti 
(Rinninella in sod., 2019). Pestra raznolikost črevesne mikrobiote v zgodnjem obdobju 
življenja kaže na njeno zdravo sestavo le-te, se pa točna sestava razlikuje med posamezniki 
(Rinninella in sod., 2019). 
 
Črevesno mikrobioto med posamezniki, na podlagi zastopanosti posameznih gruč bakterij, 
lahko razdelimo na tri glavne enterotipe (Rinninella in sod., 2019).  
DEBLO RAZRED RED DRUŽINA ROD VRSTA 
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Bakterijske združbe enterotipa I za vir energije porabljajo v glavnem ogljikove hidrate s 
pomočjo glikolize in pentoza fosfatne metabolne poti, medtem ko bakterijske združne 
enterotipov II in III svoje energetske potrebe zadovoljujejo iz glikoproteinov mukoznega 
sloja prebavil (Rinninella in sod., 2019). 
 
Preglednica 1: Značilnosti mikrobiote treh glavnih enterotipov (Rinninella in sod., 2019) 



















Ne glede na to, da so enterotipi zdravih ljudi običajno relativno stabilni, lahko dejavniki 
okolja, kot sta življenjski slog in prehrana, močno vplivajo nanj (Wu in sod., 2011). 
Študija, v katerih so primerjali mikrobioto evropskih otrok (dieta bogata z maščobami) in 
otrok iz Burkina Fasa (uživajo v glavnem proso in zelenjavo, torej izredno malo maščob in 
živalskih beljakovin) kaže na večinsko zastopanost bakterijske vrste Prevotella (enterotip 
II) pri afriških otrocih, saj taka vrsta hrane dopušča sinergistično degradacijo mucina (De 
Filippo in sod., 2010). Evropska hrana, bogata z maščobami  in živalskimi proteini pa 
vzpodbuja rast in vzdrževanje enterotipa I. (Arumugam in sod., 2011).  
 
V študiji, kjer so primerjali  hrano rastlinskega (veliko vlaknin in malo maščob in 
proteinov) in živalskega (malo vlaknin, veliko maščob in proteinov) izvora, so ugotovili, 
da sprememba prehrane v smeri hrane živalskega izvora poveča zastopanost 
mikroorgnaizmov, odpornih na žolčne soli (Bacteroides, deblo Bacteroidetes) in zmanjša 
populacijo bakterij iz debla Firmicutes (Rumnicoccus bromii), ki metabolizirajo rastlinske 
polisaharide (David in sod., 2014). Zaznavne spremembe so opazne že po enem dnevu od 
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2.2 BATERIJSKI ROD Lactobacillus  
2.2.1 Pomembne vrste rodu Lactobacillus 
Nekatere najpomembnejše vrste rodu Lactobacillus so:  
- Lactobacillus acidophilus,  
- Lactobacillus pantosus.  
- Lactobacillus brevis,  
- Lactobacillus lactis,  
- Lactobacillus amylovorus,  
- Lactobacillus casei,  
- Lactobacillus bulgaricus,  
- Lactobacillus fermentum,  
- Lactobacillus plantarum in  
- Lactobacillus rhamnosus.  
 
Sevi rodu Lactobacillus se smatrajo za varne za zauživanje. Zaradi tega, ker so vseprisotne  
v hrani in vloge pri obrambnih mehanizmih prebave (Arasu in sod. 2013) - imajo status 
GRAS (Singh in sod., 2009), kar pomeni, da jih zaradi dolgoletne uporabe in razširjenosti 
smatrajo varne za uporabo v prehrani ljudi in živali.  
2.2.2 Splošne značilnosti bakterije Lactobacillus plantarum 
Lactobacillus plantarum je po Gramu pozitivna bakterija. Bakterije te vrste imajo obliko 
kratkih paličic z zaobljenimi konci, običajne širine 0,9-1,2 μm in dolžine 3-8 μm (Landete 
in sod., 2010). Pojavljajo se posamično, v parih ali kratkih verižicah. So mikroaerofina, 
heterofermentativna, acidorezistentna, nesporulirajoča, nerespirajoča vrsta, z nizko 
vsebnostjo gvanina in citozina v DNA (Arasu in sod., 2013). Med mlečnokislinskimi 
bakterijami imajo enega večjih genomov. Optimalen pH rasti je ocenjen na območje med 
3,3 in 8,8 (Giraud in sod., 1991), s temperaturnim razponom rasti med 12 in 40 °C 
(Matejčeková in sod., 2016).  
 
L. plantarum poseljuje gastrointestinalni trakt človeka in drugih sesalcev, najdemo jo tudi 
v slini, od koder je bila prvič izolirana, uporablja se tudi kot starterska kultura za 
fermentacijo olivnega olja (Landete in sod., 2010). Uporaba kulture L. plantarum je 
pogosta v prehrambeni industriji in sicer kot potencialna probiotična starterska kultura 
(Arasu in sod., 2016). Ta način uporabe je, v zadnjem času - v kombinaciji s hrano - 
močno povečuje (Arasu in sod., 2016). 
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Slika 2: Mikromorfološka slika baterijske vrste Lactobacillus plantarum, posneta z elektronskim 
mikroskopom (Arasu in sod. 2016) 
 
2.2.3 Probiotične lastnosti bakterije Lactobacillus plantarum  
 
Lactobacillus plantarum je pogosto prisotna v gastrointestinalnem traktu (Arasu in sod., 
2016). Vrsta L. plantarum je zanimiva tudi za aplikativne medicinske raziskave zaradi 
svojih protivnetnih, antiproliferativnih, antioksidativnih in protirakavih lastnosti, 
uporabnost izkazuje tudi v boju proti debelosti in sladkorni bolezni (Arasu in sod., 2016). 
 
Sodobna spoznanja kažejo, da med predstavniki vrste L. plantarum obstajajo tudi primerni 
kandidati za aplikacijo na področjih medicine (Arasu in sod., 2016):  
- Alzheimerjeva bolezen,  
- Parkinsonova bolezen,  
- sladkorna bolezen,  
- debelost,  
- rakava obolenja,  
- povišan pritisk,  
- urogenitalni zapleti in  
- motnjah delovanja jeter (Arasu in sod., 2016).  
 
V splošnem mnoge bakterije L. plantarum izkazujejo protimikrobno aktivnost proti 
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Za posamezne seve Lactobacillus plantarum so dokazali, da sodelujejo pri naslednjih 
procesih: 
 
- sodelujejo pri produkciji vnetnih citokinov v intestinalnih epitelijskih celicah 
(Murofushi in sod., 2015),  
- proizvajajo eksopolisaharide s protirakavimi lastnostmi (Wang in sod., 2014),  
-  zmanjšujejo tveganja za nastanek ledvičnih kamnov (Sasikumar in sod., 2014),  
- okrepijo delovanje dendritskih celic (Ku in sod., 2014), 
- zmanjšajo nivo holesterola v adipoznem tkivu (Li in sod., 2014), 
- izboljšajo mukozni, humoralni in celični imunski odziv (Shi in sod., 2014),  
- ščitijo pred simptomi sindroma razdražljivega črevesja (Stevenson in sod., 2014), 
- zavirajo vnetje zaradi ateroskleroznih plakov (Kim in sod., 2013),  
- vplivajo na diferenciacijo T-celic imunskega sistema, saj izboljšajo imunski odziv proti 
antigenom (Vissers in sod., 2010) in/ali  
- preprečujejo nastanek dematitisa z vplivom na mehanizme regulacije aktivacije T-celic 
tipa 1 (Won in sod., 2012). 
 
Sevi L. plantarum torej lahko proizvajajo ekstracelularne proteine, eksopolisaharide, 
bakeriocine (proteinski ali peptidni toksini, ki pobijajo druge bakerije (Cotter in sod. 
2012)) in lipotehojsko kislino. Na zdravje in fiziološke procese gostitelja lahko vplivajo 
tudi preko interakcij z epitelijskimi celicami človeškega črevesja (Sanchez in sod., 2010). 
 
2.3 ALGINAT 
2.3.1 Splošne značilnosti alginata 
Alginati so kompleksni ogljikovi hidrati, poznani kot polisaharidi. Derivatizirani so iz 
rjavih morskih alg razreda Phaeophyceae (Pawar in sod., 2012), imenujemo jih tudi 
fikokoloidi (Zemke-White in sod., 1999).  
Podobno funkcijo, ki jo opravlja pri rastlinah celulozna komponenta celične stene - 
funkcijo mehanske trdnosti in fleksibilnosti - opravlja pri morskih algah alginat (Draget in 
sod., 2005). Polisaharidi alg se razlikujejo od celuloze po dobri topnosti v vodi in po visoki 
vsebnosti ionskih skupin (Alves in sod., 2013).  
Polisaharidi so torej polimeri, sestavljeni iz verig ogljikovih hidratov, povezanih z 
glikozidnimi vezmi (Pawar in sod., 2012). Glavne komponente celične stene morskih alg 
so anionski polisaharidi; alginati in fukoidani (Michel in sod., 2010). 
 
8 
Kolmanič Bučar V. Kapsulacija probiotične kulture bakterij L. plantarum v polisaharidni matriks alginat.  




Slika 3:  Prikaz kemijske strukture in strukturnih karakteristik  alginata ter povezanosti blokov G in M v 
zaporedja; a) alginatni monomeri, b) konformacija verige, c) porazdelitev blokov (Draget in sod., 2005) 
Alginati so sestavljeni iz dveh uroatnih sladkorjev in soli manuronske in guluronske 
kisline, derivatiziranih iz alginske kisline (Pawar in sod., 2012).  
Alginat je kopolimer, sestavljen iz dolgih verig manuronata (M) in guluronata (G v blokih. 
Bloki so lahko homogeni (GG ali MM) ali heterogeni (MG ali GM) (Draget in sod., 2005).  
Dvovalentni kationi, kot sta na primer Ca2+ in Ba2+, se vežejo na bloke G na zelo 
kooperativen način, kar privede do nastanka gela (Morch in sod., 2006).  
2.3.2 Pridobivanje alginata 
Alginat, kot strukturna komponenta celične stene rjavih morskih alg, predstavlja do 40 % 
suhe mase teh morskih rastlin (Draget in sod., 2005).  
Kot kapsularni polisaharid (eksopolisaharid), se pojavlja tudi pri talnih mikroorganizmih, 
na primer pri Pseudomonas aeruginosa (Draget in sod., 2015), komercialno dostopni 
alginati pa so pridobljeni le iz alg različnih rodov, kot so Ascophyllum, Macrocystis, 
Lessonia, Durvillea, Ecklonia, Sargassum in Laminaria (Saltmarsh in sod., 2013). Večina 
komercialno pridelanega alginata je ekstrahiranega iz gojenih rjavih morskih alg, ocenjena 
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Preglednica 2: Vrste morskih alg iz razreda Phaenophyceae, ki se uporabljajo za produkcijo alginata in 
države, v katerih jih pretežno gojijo (Zemke-White in sod., 1999) 
Vrsta Država proizvajalka 
Ascophyllum nodosum Irska, Noveška VB 
Cystoseira barbata Egipt 
Durvillaea potatorum Avstralija 
Fucus serratus, F. vesiculosus Irska 
Laminaria digitata Francija, Irska 
Laminaria hyperborea Irska, Norveška, Španija, VB 
Laminaria japonica Kitajska 
Laminaria ochroleuca Španija 
Lessonia nigrescens Čile, Peru 
Macrocystis integrifolia Peru 
Sargassum crassifolium, S. gramminifolium, S. 
henslowianum, S. mcclurei, S. siliquosum, S. 
vachelliannum 
Vietnam 
Sargassum ilicifolium, S. myriocystum, S. wightii, 
Turbinaria conoides, T. decurrens, T. ornata 
Indija 
Sargassum polycystum Indonezija, Tajska 
 
Algin se v rjavih algah nahaja kot mešanica različnih soli (natrijeva, kalijeva, kalcijeva in 
magnezijeva) alginske kisline, alginati pa so torej derivati alginske kisline, njene 
konjugirane baze (McHugh, 2003).  
 
Med predelavo ekstrahirajo v vodi netopno alginsko kislino, kar vodi, ob dodatku 
kationov, do nastanka različnih v vodi topnih alginatov (McHugh, 2003). Ekstrakcija 
zajema ionsko izmenjavo v bazičnem mediju, čemur sledi precipitacija, prečiščevanje, 
izolacija alginske kisline in nazadnje konverzija v željeno sol (Saltmarsh in sod., 2013). 
 
Med ekstrakcijo alginata iz požetih morskih alg se uronske kisline z nevtralizacijo, 
pretvorijo v soli, to je v oblike manuronata in guluronata (Pawar in sod., 2012) 
2.3.3 Uporaba alginata v biotehnologiji 
Alginat je zaradi svoje sposobnosti zamrežitve vsebine uporaben pri različnih 
biotehnoloških procesih. 
Alginat že uporabljajo v pivovarski industriji, kjer imobilizirane kvasne celice vršijo 
etanolno fermentacijo (Naydenova in sod., 2013). Rezultati kažejo, da imobilizacija celic 
ne vpliva bistveno na končno kvaliteto piva pri produkciji ležakov, kljub temu, da 
proizvedejo nekoliko večjo količino višjih alkoholov in estrov ter nekoliko manj aldehidov 
(Naydenova in sod., 2013). Imobilizacija kvasovk v alginat omogoča šaržno fermentacijo 
klasičnih piv, posebnih piv in piv z visoko začetno koncentracijo sladkorjev (Naydenova in 
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sod., 2013). Zaradi dobrih rezultatov z imobiliziranimi celicami kvasovk v pivovarski 
industriji že obstajajo primeri tovrstnih uporab v kontinuirnih sistemih za produkcijo piva 
(Naydenova in sod., 2013). Retenzijske lastnosti alginata so uporabne tudi v živilski 
industriji, eden takih primerov je kapsulacija folne kisline v alginatne mikrokapsule 
(Hadziva in sod., 2015). 
 
Alginat se uporablja tudi kot zaščitni sloj na zelenjavi. V študiji, kjer so paradižnik obdali s 
slojem alginata, so dokazali, da tako tretiranje, zaradi zmanjšane respiracije in produkcije 
etilena, zakasni dozorevanje za do šest dni (Zapata in sod., 2008). S tem povezano je tudi 
počasnejše mehčanje paradižnika, počasnejša izguba mase in sprememba barve (Zapata in 
sod., 2008). Senzorične lastnosti tako obdelanega paradižnika se, zaradi ohranjanja 
koncentracije sladkorjev in organskih kislin (predvsem askorbinske), ne spreminjajo v 
daljšem časovnem obdobju (Zapata in sod., 2008). 
 
2.3.4 Vpliv okolja prebavnega trakta na alginat  
 
Alginat je na pH odziven polimer (Francis in sod., 2013), ki se zamreži v okolju z nizkim 
pH in nabrekne ali se celo popolnoma raztopi v okolju z visokim pH. Relativno intaktna 
mikrostruktura zamreženega alginata v okolju želodčnega soka zelo omejeno sprošča svojo 
vsebino (Chuang in sod., 2017). V poskusu, v katerem so alginatne kroglice izpostavili 
kislemu okolju z nizkim pH, primeljivim s tistim v želodčnem soku, in v bolj bazičnemu 
okolju z visokim pH, primerljivim s tistim v črevesju, je v okolju črevesnega soka 
praktično takoj prišlo do uhajanja vsebine iz alginatnih kroglic, medtem ko v okolju 
želodčnega soka tudi po 6 urahskoraj ni bilo zaznavne spremembe (Chuang in sod., 2017). 
 
 
Slika 4: Primerjava profila uhajanja barvila Comassie brilijant modro G-250, kapsuliranega v okrogle in 
ovalne kroglice, potopljene v želodčni ali črevesni sok (Chuang in sod., 2017) 
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Viskoznost alginata se z znižanjem pH poveča in doseže maksimum pri vrednostih pH med 
3 in 3,5 (Lee in sod., 2013). Pri simuliranih razmerah črevesja (pH 7,5) je opazna povišana 
stopnja nabrekanja alginata in povišano sproščanje vsebine gela iz alginata kot pri 
simuliranih razmerah želodca (pH 1,2) (Lucida in sod., 2010). 
 
Vrednost intraluminalnega pH se iz zelo kislega želodčnega (pH 1,2-2,5), v dvanajsterniku 
dvigne (pH 4-5) (Tsabouri in sod., 2014), v zadnji tretjini tankega črevesa pa vrednosti pH 
narastejo vse do 7,4 (Fallingborg, 1999). Profil vrednosti pH prebavnega trakta je pri 
odraslih in otrocih enak (Fallingborg, 1999), torej lahko sklepamo, da je sproščanje 
vsebine iz od pH odvisnih (alginatnih) preparatov, pri odraslih ljudeh in pri otrocih enako.  
 
 
Slika 5: Gradient črevesne mikrobiote vzolž gastrointestinalnega trakta (Tsaburi in sod., 2014) 
 
Zaradi opisanih lastnosti alginata, smo predvideli, da ga lahko uporabimo za dostavo 
probiotičnih kultur preko oralnega zaužitja pri ljudeh.  
 
Probiotično kulturo L. plantarum, smo obdali s kalcijevim alginatom, saj smo jo na tak 
način želeli zaščititi pred uničujočim pH želodca in zagotoviti sproščanje vsebine kroglic 
(bakterij L. plantarum), v lumen črevesja. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA 
Bakterijski sev L. plantarum ATCC 8014/IM 308, smo gojili na selektivnih in hranilnih 
gojiščih. Selektivna gojišča so igrala vlogo učinkovite izolacije kulture, hranilna pa so 
zagotavljala optimalno rast.  
Iz gojišč z dodanim agarjem smo ustrezne kulture, po opravljenem mikroskopskem 
pregledu in potrditvi ustreznosti, prenesli v tekoče gojišče MRS. Ko je kultura v tekočem 
gojišču dosegla eksponentno fazo, smo ustrezno količino prenesli v mešanico natrijevega 
alginata, nato pa s pomočjo kapsulatorja iz raztopine kalcijevega diklorida izoblikovali 
kapsule z integrirano kulturo L. plantarum. Tako pripraljene kapsule smo pobarvali s 
fluorescentnima barviloma in opazovali ob različnih časovnih intervalih na konfokalnem 
mikroskopu viabilnost celic. 
 
Vsi postopki so bili izvedeni aseptično, s pomočjo Bunsenovega gorilnika in sprotnim 
razkuževanjem s 70 % raztopino etanola v destilirani vodi.  
 
Slika 6: Shematski prikaz poteka eksperimenta 
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3.2.1  Bakterijski sev Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 
 
Uporabili smo sev L. plantarum ATCC 8014/IM 308, ki smo ga dobili na Inštitutu za 
mlekartsvo in probiotike, Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani, ki ga hranijo v 
njihovi zbirki (IM). Sev izhaja iz mikrobiološke zbirke American Type Culture Collection 
(ATCC, ZDA).  
 
Sev L. plantarum ima probiotične lastnosti, saj producira konjugirane linolenske kisline – 
CLA (Hosseini in sod., 2014). Določeni izomeri CLA dokazano zavirajo proliferacijo celic 
raka prostate (Ochoa, 2004).  
Uporaba mešane MKB združbe (ki vključuje tudi L. plantarum ATCC 8014/308) za kislo 
pšenično testo dokazano (v poprečju za 60%) zmanjša imunogenost, zaradi aktivnosti 
proteaz mlečnokislinskih bakterij. Te namreč razgradijo gradbene enote glutena (gliadina), 
ki je pri ljudeh, občutljivih na gluten, odgovoren za imunski odziv (Hamid in sod., 2019). 
In vitro L. plantarum 8014/IM 308 deluje tudi proti širokemu spektru mikroorganizmov 




3.2.2.1 Selektivno gojišče LBS (Lactobacillus selection agar) 
 
Preglednica 3: Sestavine gojišča LBS (cit. po Rogosa in sod., 1951) 
Sestavina Količina 
Pepton iz kazeina 5 g 
kvasni ekstrakt 2,5 g 
D (+) glukoza 10 g 
KH2PO4 3 g 
(NH4-)C6H7O7 (amonijev citrat) 1 g 
Tween 80 0,5 g 
CH3COONa  7,5 g 
MgSO4 0,2875 g 
Fe(II)SO4 0,017 g 
MnSO4 x H2O 0,0672 g 
Agar 7,5 g 
CH3COOH (99,8 %) 0,65 mL 
dH2O do 500 mL 
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3.2.2.2 Hranilno gojišče MRS 
 
Preglednica 4:  Sestavine gojišča MRS (deklaracija na embalaži - Merck, Nemčija) 
Sestavina Količina (g/L gojišča) 
Pepton iz kazeina                10 
Mesni ekstrakt 8 
Kvasni ekstrakt 4 
D (+) glukoza                20 
Dikalijev hidrogen fosfat (K2HPO4) 2 
Tween 80 1 
Diamonijev hidrogen citrat (Na2C6H6O7) 2 
Natrijev acetat (CH3COONa) 5 
Magnezijev sulfat (MgSO4) 0,2 
Manganov sulfat (MnSO4) 0,04 
 
Preglednica 5: Sestavine tekočega gojišča MRS 
Sestavina Količina 
Gojišče MRS v granulah                                      26,1g 
dH2O                                    500 mL 
 
 
Preglednica 6: Sestavine trdnega gojišča MRS 
Sestavina Količina 
Gojišče MRS v granulah                                     26,1g 
Agar                                     10g 
dH2O                                   500 mL 
  
3.2.3 Raztopine 
Preglednica 7: Sestavine raztopine Alginata 746 (2 % w/v) 
Sestavina Količina 
Alginat 746   10 g 
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Preglednica 8: Sestavine raztopine fiziološke raztopine (0,9 % w/v) 
Sestavina Količina 
NaCl       9g 
dH2O 1000 mL 
 
Preglednica 9: Sestavine raztopine kalcijevega diklorida (2 % w/v) 
Sestavina Količina 
CaCl2     20 g 
dH2O 1000 mL 
 
Preglednica 10: Sestavine raztopine kalij-fosfatnega pufra (100 mM, pH=7) 
Sestavina Količina 
K2HPO4       4,355 g 
HCl (6M)       2 mL  
dH2O Do 250 mL 
 
Začetna vrednost pH pufra je znašala 9, zato smo po kapljicah dodajali 6M HCl, da smo 
pH uravnali na 7,0. 
Preglednica 11: Sestavine raztopine klorovodikove kisline (pH=2,0) 
Sestavina Količina 
HCl (12M)   417 µL 
dH2O Do 500 mL 
 
Preglednica 12: Sestavine raztopine natrijevega azida (0,005 % w/v) 
Sestavina Količina 
Na-azid (NaN3)   0,025 g 
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3.2.4  Kemikalije 
 
Preglednica 13: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovi proizvajalci 
Kemikalija Proizvajalec 
Aceton ((CH3)2CO) Merck, Nemčija 
Agar Roth, Nemčija 
Alginat 746 Wild, Nemčija 
Destilirana voda (dH2O) Biotehniška fakulteta, Slovenija 
Dikalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Kemika, Hrvaška 
Etanol 70 % (C2H5OH) Sigma Aldrich, Nemčija 
Etanol 96 % (C2H5OH) Sigma Aldrich, Nemčija 
Imerzijsko olje Merck, Nemčija 
Kalcijev diklorid (CaCl2) Sigma Aldrich, Nemčija 
Klorovodikova kislina (HCl) Gram Mol, Hrvaška 
Kvasni ekstrakt Sigma Aldrich, Nemčija 
Gojišče LBS (povzeto po Rogosa in sod., 1951) 
Lugolova raztopina Merck, Nemčija 
Magnezijev sulfat monohidrat (H2MgO5S x H2O) Kemika, Hrvaška 
Manganov sulfat monohidrat (MnSO4 x H2O) Kemika, Hrvaška 
Gojišče MRS Merck, Nemčija 
Natrijev acetat (CH3COONa) Merck, Nemčija 
Natrijev azid (NaN3) Kemika, Hrvaška 
Natrijev klorid (NaCl) Honeywell Fluka, Nemčija 
Ocetna kislina (CH3COOH) Sigma Aldrich, Nemčija 
Propidijev jodid ThermoFischer Scientific, ZDA 
Pepton iz kazeina Sigma Aldrich, Nemčija 
Safranin Merck, Nemčija 
SYTO 9 ThermoFischer Scientific, ZDA 
Tween 80 Sigma Aldrich, Nemčija 
Železov (II) sulfat (FeSO4 x H2O) Kemika, Hrvaška 
 
3.2.5 Barvila za mikroskopiranja 
 
Barvanje po Gramu 
 
Za barvanje enega preparata smo uporabili: 
- 100 µL fiziološke raztopine, 
- 50 mL destilirane vode, 
- 2 mL raztopine  kristal vijoličnega barvila, 
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- 2 mL raztopine lugola, 
- 2 mL raztopine barvila safranina in 




Po navodilih proizvajalca smo fluorescentni barvili SYTO 9 in propidijev jodid, tik pred 
uporabo pri mikroskopiranju, redčili 500-krat redčili s sterilizirano destilirano vodo. 
 
3.2.6 Laboratorijske aparature 
 
Preglednica 14: Seznam uporabljenih naprav in njihovi proizvajalci 
Naprava Proizvajalec 
Avtoklav Semlab, Slovenija 
Bunsenov gorilnik Tehtnica Železniki, Slovenija 
Centrifuga Tehtnica Železniki, Slovenija 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Kapsulator Büchi, Švica 
Konfokalni mikroskop Carl Zeiss, Nemčija 
Magnetno mešalo Tehtnica Železniki, Slovenija 
pH meter Mettler Toledo, ZDA 
Presevni mikroskop Leica, Švica 
Rastna komora Memmert, Nemčija 
Spektrofotometer Hewlett Packard, ZDA 
Stresalna komora Tehtnica železniki, Slovenija 
Tehtnica Mettler Toledo, ZDA 
Tehtnica Železniki, Slovenija 
Vrtinčasto mešalo Tehtnica Železniki, Slovenija 
 
3.2.7 Drugi pripomočki 
 
Pri delu v laboratoriju, smo uporabljali laboratorijsko steklovino (merilni valji volumnov 
od 50 ml do 250 mL, steklene čaše različnih volumnov, steklene petrijevnke, premerov 15 
in 18 cm in steklenice za pripravo in sterilizacijo gojišč in raztopin). 
 
Pipetiranje smo izvajali z avtomatskimi pipetami, končnih volumnov 10 µL, 200 µL, 1000 
µL in 5 mL. Pri aseptičnem delu smo uporabili Bunsenov gorilnih in cepilne zanke. 
Gojišča in raztopine smo sterilizirali v avtoklavu. 
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Za vlivanje gojišč smo uporabili plastične, sterilne petrijevke, za shranjevanje vzorcev v 
raztopinah pa plastične, sterilne mikrocentrifugirke in epruvete z navoji. 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Izolacija in priprava sveže kulture Lactobacillus 
 
Kulturo L. plantarum ATCC 8014/IM 308 smo iz predhodno zamrznjenega alikvota 
revitalizirali. Najprej smo zamrznjeno kulturo za 20 minut prenesli na sobno temperaturo 
in jo s tem počasi ogreli na temperaturo za delo. 50 µL kulture smo nato resuspendirali v 5 
mL sterilne fiziološke raztopine in z aseptičnimi tehnikami ob gorilniku, s cepilno zanko, 
ob prenosu ene zanke, naredili razmaz do posamezne kolonije na selektivnem trdem 
gojišču LBS v treh ponovitvah. Petrijevke smo obvili s parafilmom. Sledila je 48-urna 
inkubacija v rastni komori pri 37°C. 
 
Po inkubaciji smo izbrali tri posamezne kolonije (okrogle, zaobljene kolonije bele barve) iz 
treh različnih plošč, skupno torej devet vzorcev in jih pobarvali po Gramu. Vsi so 
izkazovali značilne morfološke karakteristike rodu Lactobacillus (vijoličasto obarvane po 
Gramu pozitivne paličice), brez opaznih drugih mikrobioloških kontaminacij ali 
fenotipskih polimorfizmov. S tem smo potrdili uspešno izolacijo kulture. 
 
LBS ploščo z najugodnejšo rastjo bakterij (največ največjih, posamičnih, izrazitih kolonij), 
smo uporabili za nadaljnje delo; tri posamične kolonije smo nacepili na trdno hranilno 
gojišče MRS z aseptičnimi tehnikami ob gorilniku, z razmazom do posamezne kolonije in 
postavili v rastno komoro na 37°C. Petrijevke smo obvili s parafilmom.  
 
 
Slika 7: Rast kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 na petrijevi plošči s selektivnim gojiščem 
LBS 
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Čeprav je gojišče LBS, zaradi svoje sestave, primerno za učinkovito selekcijo MKB, pa ni 
priporočljivo za nadaljnje gojenje, saj ni sterilizirano (Rogosa in sod., 1951). Zato smo za 
namene gojenja uporabili hranilno gojišče MRS. 
 
Po 72 urah smo, po pregledu petrijevih plošč z gojiščem MRS, ki so izkazovale ustrezno 
rast bakterij, ponovno izvedli kontrolno barvanje po Gramu, po enakem postopku kot pri 




Slika 8: Rast kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 na petrijevi plošči s hranilnim gojiščem 
MRS 
 
V predhodno sterilizirano erlenmajerico, z volumnom 100 mL, smo odpipetirali 20 mL 
steriliziranega tekočega gojišča MRS, v katerega smo inokulirali eno cepilno zanko kulture 
L. plantarum ter jo pokrili s steriliziranim poroznim čepom in  sterilizirano aluminijevo 
folijo. Pripravili smo dve taki gojišči ter dve kontrolni neinokulirani gojišči, ki sta služili 
kot kontroli ustrezne izhodiščne sterilnosti MRS tekočega gojišča in kot referenčno ozadje 
pri merjenju optične gostote nagojene kulture. Tekoča gojišča MRS z in brez kulture, smo 
nato postavili v stresalnik na 37°C za 16 ur pri 250 obr./min.  
 
Po 16 urah je smo, pri 600 nm, izmerili optično gostoto, ki je znašala 1,8, kar kaže na 
željeno pozno eksponentno fazo rasti (Smetankova in sod., 2012). Pri kontrolnih 
neinokuliranih gojiščih ni bilo opaznih mikrobioloških kontaminacij, tudi kontrolno 
barvanje po Gramu in opazovanje pod presevnim mikroskopom, so kazali na ustreznost 
priprave kulture. Glede na razbrane parametre OD = 1,8, smo na podlagi podatkov (Slika 
9) sklepali na gostoto celic 108 CFU/mL (Matejčeková in sod., 2012). 
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Slika 9: Rastna krivulja bakterijske kulture Lactobacillus plantarum, gojene v aerobnih razmerah pri 
različnih temperaturah (30°C, 37°C in 40°C) (Smetankova in sod., 2012) 
 
3.3.2 Preverjanje ustreznosti bakterijske kulture s svetlobnim mikroskopom in 
barvanjem preparatov po Gramu 
 
Ob preverjanju vzorcev na prisotnost morebitnih kontaminacij in potrjevanju morfološke 
ustreznosti Lactobacillus plantarum , pred in med postopki gojenja, smo kulturo barvali, s 
postopkom barvanja po Gramu. Barvanje po Gramu je bakteriološka laboratorijska tehnika 
(Smith in Hussey, 2005), ki se uporablja za razlikovanje bakterij glede na zgradbo njihove 
celične stene, razdelimo jih na po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterije 
(Madigan in sod., 2003).  
 
Uporabili smo pokončni svetlobni presevni mikroskop s kamero (Leica, Švica). Preparate 
smo opazovali pod 1000-kratno povečavo, z uporabo imerzijskega olja.  
Točen postopek barvanja je naveden v prilogi A. 
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Slika 10: Presevni mikroskop (Leica, Švica) z digitalno kamero, s pomočjo katerega smo opazovali 




Slika 11: Fotografija mikroskopskega preparata bakterije Lactobacillus plantarum ATCC 8014/308, 
pobarvanega po Gramu, pod 1000x povečavo, posneta s presevnim mikroskopom (Leica, Švica) 
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3.3.3 Priprava gojišč 
3.3.3.1 Gojišče MRS  
 
Gojišče smo pripravljali po navedenih navodilih proizvajalca (v primeru gojišča MRS). 
Preračunano ustrezno maso gojišča v prahu (26,1 g) smo stehtali in dopolnili do 
predvidenega preračunanega volumna z destilirano vodo (500 mL).  
Pripravili smo dve taki raztopini, ki smo jih z desetminutnim mešanjem na magnetnem 
mešalu pri 500 obr./min dobro raztopili.  
V eno smo dodali še agar (2 % w/v), iz nje smo kasnje pripravili trda hranilna gojišča. 
 
Drugo tako pripravljeno raztopino gojišča, brez dodatka agarja, pa je služilo kot definirano 
hranilno tekoče gojišče, za pripravo svežih kultur Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 
308 za kapsulacijo in opazovanje rasti. 
 
Obe gojišči smo 30 minut sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi 121°C in tlaku 1,2 atm. 
Gojišča z dodanim agarjem smo po sterilizaciji ohladili na 55°C ter jih, aseptično, ob 
uporabi Bunsenovega gorilnika, prelili v sterilne petrijevke ter počakali 2 uri, da so se 
strdila. Nato smo jih obdali s parafilmskim trakom, jih neprodušno zaprli v vrečke in jih 
shranili v hladilniku pri 4 ºC, obrnjene s pokrovčki navzdol. 
Gojišča brez agarja smo po sterilizaciji in ohlajanju, shranili v 500 mL steklenicah, v 
hladilniku pri 4°C. 
 
3.3.3.2 Gojišče LBS   
 
Kljub temu, da smo uporabili čist, sveže odmrznjen, alikvot Lactobacillus plantarum 
ATCC 8014/IM 308, smo najprej izvedli gojenje na selektivnem trdem gojišču LBS, 
prilagojenem mlečnokislinskim bakterijam. 
 
Po pričakovanjih je kultura izkazala dobro rast, zato smo, po 48-urni inkubaciji pri 37°C, 
nadaljevali s cepitvami na trda in tekoča hranilna gojišča MRS. Protokol dela smo nastavili 
tako, da smo vsak teden kulturo L. plantarum precepili iz trdnega v tekoče gojišče in 
obratno. S tem smo zagotovili genetski in metabolni fitnes kulture. 
 
Gojišče LBS se uporablja za izolacijo bakterij rodu Lactobacillus iz hrane, mlečnih 
izdelkov, človeških prebavil ter vaginalne in ustne flore (MacFaddin, 1985). 
 
Sestavine gojišča smo na magnetnem mešalu, v 1000 mL stekleni časi, pokriti in oblepljeni 
s parafilmom, mešali 24 ur  pri 1000 obr./min. Po fazi mešanja gojišča nismo sterilizirali v 
avtoklavu, pač pa smo ga segreli do 100°C in po tem, med mešanjem pri 1000 obr./min 
počasi ohlajali do 55°C. Avtorji recepture gojišča (Rogosa in sod., 1951) izrecno navajajo, 
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da avtoklaviranje ni potrebno, saj sestavine gojišča delujejo dovolj selektivno v smeri 
favorizacije rasti mlečnokislinskih mikroorganizmov. Kontrolne plošče brez predhodno 
nacepljene kulture, tako na sobni temperaturi, kot tudi pri 37°C, niso izkazale rasti 
mikroorganizmov.  
 
Tako ohlajeno gojišče smo - aseptično, ob uporabi Bunsenovega gorilnika, v serijah, po 30 
mL gojišča LBS - nalili v sterilne plastične petrijevke ter jih naložili v stolpcih po deset 
drugo na drugo, da smo preprečili oziroma zmanjšali nabiranje kondenza na pokrovčkih 
petrijevk. Tako nalita gojišča smo pustili stati 24 ur, da so se strdila ter jih v zaprti vrečki, 
obdane s parafilmskim ovojem, shranili v hladilniku na 4 ºC, obrnjene s pokrovi navzdol. 
 
Pri pripravi trdnih gojišč smo ob tehtanju sestavin dodali še agar (2 % w/v), ki služi kot 
zamrežitvena struktura, ki gojišču daje trdnost, saj ga bakterije ne morejo razgraditi. V 
takih primerih smo gojišče po sterilizaciji najprej ohladili do temperature 55°C in ga nato 
vlili v sterilne plastične petrijevke, po deset plošč, naloženih ena na drugo, s čimer smo 
zmanjšali nastanek kondenza na pokrovčkih petrijevk. Plošče smo pustili stati 24 ur ter jih 
nato, v zaprti vrečki, obdane s parafilmskim ovojem, shranili v hladilniku na 4 ºC, obrnjene 
s pokrovi navzdol. 
3.3.4 Reagenti in kompleti 
V tem poglavju so opisani postopki priprav potrebnih reagentov in kompletov, v splošnem 
za vse velja naslednje: 
- po ustreznem tehtanju, mešanju in raztapljanju s pomočjo magnetnega mešala (5 minut na 
500 obr./min in še 10 minut 1000 obr./min), smo vse raztopine, v avtoklavu, sterilizirali 
30 minut pri 121°C in 1,2 atm in 
- po sterilizaciji in ohlajanju raztopin na sobno temperaturo smo raztopine hranili v 
hladilniku pri 4°C. 
 
V primerih ko smo reagent pripravili drugače, pa je to zavedeno v pripadajočem poglavju 
posamične priprave raztopine. 
3.3.4.1 Priprava Alginata 746 
V stekleno čašo z volumnom 1000 mL smo nalili 500 mL dH2O ter ob mešanju na 
magnetnem mešalu pri hitrosti 500 obr./min počasi dodajali alginat v prahu, tako da smo 
maso 10 g vmešali v 5 minutah. Čašo smo zatesnili s parafilmom in povišali hitrost 
mešanja na 1000 obr./min za nadaljnjih 24 ur. Raztopina je bila ves čas mešanja prekrita in 
zatesnjena s parafilmom, z namenom preprečevanja izhlapevanja vode in s tem povezanimi 
spremembami koncentracije raztopine. Koncentracija tako pripravljenega alginata je bila 2 
%. 
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3.3.4.2 Priprava fosfatnega pufra 
V 500 mL stekleni čašo smo zatehtali 4,355 g K2HPO4 in na magnetnem mešalu raztopino 
mešali 5 minut pri 500 obr./min. Nato smo, med mešanjem, s pH metrom pomerili pH, ki 
je pokazal vrednost pH 9, zato smo počasi, med mešanjem, po kapljicah dodali 2 mL 6 M 
HCl, da smo dosegli končno željeno vrednost pH 7,0. 
3.3.4.3 Priprava raztopine klorovodikove kisline s pH 2,0 
V stekleno čašo volumna 500 mL smo najprej nalili 200 mL destilirane vode, odpipetirali 
417 µL 12M HCl ter dodali destilirano vodo do končnega volumna 500 mL. Med 
mešanjem pri 300 obr./min, smo s pH metrom pomerili pH raztopine 2,0.  
 
3.3.5 Kapsulacija Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 v alginat 
 
Po 16 urah inkubacije na stresalniku smo s spektrofotometrom pomerili optično gostoto 
kulture  Lactobacillus plantarum  ATCC 8014/IM 308 in ocenili celično gostoto. 
 
V štiri kivete smo odpipetirali: 
- 2 krat po 2 mL slepega vzorca (steriliziranega, po inkubaciji nekontaminiranega, 
tekočega hranilnega gojišča MRS) in  
- 2 krat po 2 mL vzorca (v tekočem gojišču MRS nagojena kultura L. plantarum, po 16-
urni inkubaciji).  
 
Merili smo optično gostoto pri 600 nm, ta je po 16 urah, po pričakovanjih, znašala 1,8, kar 
kaže na željeno pozno eksponentno fazo rasti (Smetankova in sod., 2012). Celično gostoto 
smo, glede na krivuljo rasti (Slika 9), ocenili na 108 CFU/mL (Matejčeková in sod., 2016). 
 
Nagojeno kulturo smo, v 50 mL centrifugirkah, trikrat sprali s fiziološko raztopino tako, da 
smo po prvem centrifugiranju odlili supernatant gojišča MRS ter dolili 18 mL fiziološke 
raztopine, nato pa smo usedlino celic, na vrtinčastem mešalu, dodobra resuspendirali. 
Centrifugiranje smo izvedli pri 3000 obr./min 5 minut, po vsakem centrifugiranju smo 
odlili supernatant in dopolnili centrifugirko s fiziološko raztopino, do 18 mL. Ponovili smo 
tri take cikle in na kocu prav tako dolili fiziološko raztopino do 18 mL, potem pa 
resuspendirali usedlino.  
 
Vse postopke prelivanja smo izvedli aseptično ob uporabi Bunsenovega gorilnika. 
 
Za kapsulacijo smo uporabili predhodno raztopljen - hidriran in steriliziran alginat (na enak 
način, kot je potekala sterilizacija ostalih raztopin in opreme).  
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Predhodno shranjen alginat smo tik pred uporabo ponovno dodobra premešali na 
magnetnem mešalu; 10 minut na 1000 obr./min. 
 
V sterilno 100 mL čašo smo aseptično odpipetirali 5 mL tako pripravljene mešanice sveže 
kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 in fiziološke raztopine in jo zmešali s 
45 mL predhodno pripravljenega, steriliziranega alginata. V čašo smo dali magnetno 
muho, jo pokrili s sterilno folijo in mešanico mešali na magnetnem mešalu 10 minut pri 
500 obr./min. S temo smo izhodiščno nagojeno kulturo redčili 10-krat.  
 
Nato smo, aseptično, prenesli 30 mL mešanice alginata in kulture Lactobacillus plantarum 
in fiziološke raztopine v sterilno 50 mL brizgo. Pred kapsulacijo smo skozi šobe 
kapulatorja spustili 50 mL predhodno pripravljene sterilizirane raztopine natrijevega azida, 
z namenom čiščenja in sterilizizacije šobe (Shoichet in sod., 1995). Po tem smo skozi 
kapsulator spustili še 50 mL predhodno pripravljene in sterilizirane fiziološke raztopine in 
izhodno tekočino ujeli. Iz tekočine smo pripravili tri preparate, jih pobarvali po Gramu in 
opazovali pod svetlobnim mikroskopom.  
 
Na nobenem preparatu, po pregledu desetih vidnih polj, nismo opazili mikrobov, iz česar 
smo lahko sklepali, da je morebitnih kontaminant manj kot 105 celic/mL, kar nakazuje na 
uspešnost postopka čiščenja.  
 
Pod šobo kapsulatorja smo na magnetno mešalo namestili sterilni spodnji del steklene 
petrijevke, premera 15 cm, v katerega smo položili sterilno magnetno mešalo in dolili 300 
mL CaCl2 (2 % w/v). Na vrh steklene petrijevke s premerom 15 cm smo nato položili 
veliko stekleno petrijevko, premera 18 cm. 
 
V raztopino CaCl2  smo potopili elektrodo kapsulatorja in nastavili parametre kapsulacije: 
frekvenco vibriranja na 1000 Hz, napetost elektrode na 1000 V in hitrost pretoka črpalke 
na 3 mL/min. Prvih 5 mL mešanice Lactobacillus plantarum in alginata, ki je priteklo iz 
kapsulatorja, smo prestregli v vrhnjo stekleno petrijevko premera 18 cm, nameščeno nad 
petrijevko s premerom 15 cm in jih zavrgli.  V tem času se je namreč razpršenost iz šobe, s 
polmerom 150 µm, stabilizirala na vidno enakomerne kapljice, zato smo preostalih 25 mL 
potisnili skozi šobo v raztopino CaCl2, da so se popolnoma zamrežile. Nastale so zelo 
majhne, s prostim očesom komaj še opazne kroglice, ki smo jih, po končanem 
kapsuliranju, v raztopini CaCl2, pri hitrosti 500 obr./min, mešali še 30 minut. 50 mL 
formiranih alginatnih kapsul v raztopini CaCl2 smo med mešanjem pri 300 obr./min 
odpipetirali v sterilno 50 ml centrifugirko in jih za 18 ur shranili v hladilniku na 4°C. 
 
Kalij-fosfatni pufer smo uporabljali za potrebe spiranja kulture v primerih ponovnega 
opazovanja morfološke ustreznosti starih vzorcev. 
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Slika 12: Slika mikrokapsulatorja, ki smo ga uporabili pri mikrokapsulaciji probitične kulture Lactobacillus 
plantarum v polisaharidni matriks alginat (Encapsulator …, 2019) 
 
3.3.6 Tretiranje kapsulirane kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 - 
izpostavitev simuliranim razmeram želodca 
 
Pripravljene mikrokapsule z integrirano bakterijsko kulturo smo izpostavili 10 mM HCl, 
tako, da smo v sterilizirano 2 mL mikrocentrifugirko aseptično prenesli 0,5 mL 
mikrokapusl in 1 mL 10 mM HCl. Mikrocentrifugirke smo med intervali opazovanja imeli 
na stresalniku pri 250 obr/min. in 37 ºC do končnega časa 180 minut. 
 
3.3.7 Mikroskopiranje s konfokalnim mikroskopom in barvanje preparatov s 
fluorescentnimi barvili 
 
Nekapsulirano kulturo smo zaradi lažjega štetja, torej boljše kvantifikacije podatkov, 
ustrezno redčili, in sicer: 
- vzorcem pred tretiranjem, vzorcem po 60 min in vzorcem po 90 min tretiranja z 10 mM 
HCl, smo k 100 µL tretirane kulture dodali 900 µL sterilne fiziološke raztopine (tako smo 
jih torej redčili 10x) in 10 minut mešali na vrtinčastem mešalu in 
- vzorcem po pretečenih 90 min in vzorcem po 180 min tretiranja z 10 mM HCl, smo k 10 
µL tretirane kulture dodali 990 µL sterilne fiziološke raztopine (s tem smo jih redčili 
100x). 
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Pripravljene alginatne kroglice z in brez kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 
308 ter nekapsulirano kulturo, kot kontrolo, smo pobarvali s komercialnim kompletom 
barvil SYTO 9 in propidijevim jodidom (Thermofisher scientific, ZDA). 
 
Po navodilih proizvajalca smo barvili redčili 500-krat tako, da smo 1µL založne raztopine 
iz kompleta aseptično prenesli v 49µL sterilne destilirane vode. S tem smo raztopino 
redčili 50-krat, počakali smo 5 minut, da je barvilo dodobra difundiralo v destilirano vodo.  
 
Dodatno 10-kratno redčenje smo izvedli neposredno na mikroskopskem preparatu, in sicer 
tako, da smo 18 µL vzorcu, ki smo ga prenesli na objektno stekelce, dodali 2 µL prej 
pripravljene 50x redčene raztopine. Počakali smo 5 minut, da se je barvilo dobro vezalo in 
pričeli z opazovanjem na konfokalnem mikroskopu LSM 800 (Carl Zeiss, Nemčija). 
 
Točne nastavitve konfokalnega mikroskopa, ki smo jih uporabili za opazovanje preparatov, 
so navedene v prilogah B in C. 
 
Barvilo SYTO 9 je zeleno fluorescirajoče kontrastno barvilo, ki se veže na nukleinske 
kisline in kromosomske strukture celic. Prepuščajo ga tako prokariontske kot tudi 
eukariontske celice. SYTO 9 ima visoko afiniteto vezave na DNA, ob vezavi močno 
fluorescira. Eksitacijski maksimum ima pri 483 nm, emisija fluorescence pa je navišja pri 
503 nm. Posebno uporaben je pri kontrastnem barvanju baterijskih testov mrtvih in živih 
po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij, pobava bakterijske nukleinske 
kisline, tako živih kot tudi mrtvih bakterij (Flourescent dyes …, 2016). 
 
Propidijev jodid je rdeče fluorescirajoče, interkalirajoče barvilo, ki se uporablja pri 
barvanju celic. Na DNA se veže tako, da nespecifično interkalira med bazne pare. 
Eksitacijski maksimum v vodni raztopini ima pri 493 nm, emisijski maksimum pa pri 636 
nm. Ob vezavi na DNA se eksitacijski maksimum premakneza 30 do 40 nm v rdeče 
območje valovnih dolžin, torej na 535 nm, pri emisiji pa pride do 15 nm zamika v modro 
območje valovnih dolžin, torej ima vezan propidijev jodid emisijski maksimum pri  617 
nm. Ker prehaja samo membrane poškodovanih in/ali mrtvih celic, daje v kombinaciji z 
zelenim fluorescirajočim SYTO 9 barvilom kontrastno sliko o stanju populacije mikrobne 
združbe (Propidium iodide …, 2016). 
 
Poleg tega smo z enakim postopkom fluorescentnega barvanja obdelali še vse pripravljene 
raztopine, kar je služilo kot dodatna kontrola sterilnega dela. Noben vzorec raztopin ni 
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Slika 13: Konfokalni mikroskop (Carl Zeiss, Nemčija), ki smo ga uporabljali za opazovanje mikroskopskih 
preparatov (Zeiss …, 2019) 
 
Pri kapsulirani kulturi smo opazovali sredinske, torej najširše, rezine prereza mikrokapsul s 
premerom 300 µm (največje odstopanje od te velikosti 20 µm), opazovana rezina pa je 
znašala 7,4 µm. 
 
Število živih in mrtvih celic (pri vzorcih kapsulirane kulture), smo prešteli tako, da smo v 
eni, najširši možni opazovani ravnini (optični rezini) kroglice upoštevali in prešteli vse 
fluorescirajoče celice na sliki.  
 
V dveh ločenih ponovitvah smo, začasa eksperimenta, kvalitativno pregledali 5 naključnih 
vidnih polj, torej mikrokapsul z integrirano bakterijsko kulturo (s tem smo potrdili, da je 
dogajanje v kapsulah primerljivo), za analizo pa smo, pri vsaki ponovitvi, uporabili le tisto, 
ki je bila najbližje velikosti 300 µm. 
 
Pri nekapsulirani kulturi smo opazovali vzorec površine 320 µm x 320 µm, z debelino 
opazovane rezine 7,4 µm. 
 
Prešteli smo fluorescirajoče bakterije, tako žive kot tudi mrtve. Pri tem smo vzorce 
ustrezno redčili tako, da je razmerje med živimi in mrtvimi bilo še vedno optimalno 
reprezentativno, kot je to opisano na začetku tega poglavja. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 UČINEK 10 mM HCl NA NEKAPSULIRANO BAKTERIJSKO KULTURO 
Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308 
 
Najprej smo hoteli ugotoviti, kako kislo okolje s pH 2 (10 mM vodna raztopina HCl) 
vpliva na viabilnost bakterijske kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8014/308.  
 
S konfokalnim mikroskopom in uporabo tehnik kontrastnega fluorescentnega barvanja, 
smo opazovali razmerje med živimi in mrtvimi celicami, na opazovalni površini 320 µm x 
320 µm, z debelino opazovane rezine 7,4 µm. Kvalitativno smo pregledali 5 vidnih polj 
omenjene površine, za analizo pa smo pri vsaki seriji izbrali eno.  
 
Zaradi boljšega pregleda nad številom enih in drugih celic, smo jih pred pričetkom 
opazovanja, torej po pretečenem eksperimentu, pri časovnih intervalih po 30 ter 60 
minutah, s fiziološko raztopino, redčili 10-krat, po pretečenih 90 in 180 minutah pa 100-
krat. Iz podatkov, povzetih iz rezultatov (Preglednica 15), je razvidno, da je najbolj 
zaznaven upad viabilnosti bakterijske kulture v 10 mM vodni raztopini HCl s pH 2,0 po 60 
in 90 minutah izpostavitvljenosti, in sicer iz 85 % (σ = 4 %) na 69 % (σ = 5 %). Trend 
upadanja se je nadaljeval vse do zadnjega zabeleženega vzorca, po 180 minutah. 
 
Pri nekapsulirani kulturi smo opazili trend naraščanja deleža odmrlih bakterij že po 30 
minutah, iz 10 % (σ = 2 %) na 13,8 % (σ = 2 %).  
 
Preglednica 15: Rezultati opazovanja viabilnosti nekapsulirane kulture Lactobacillus plantarum ATCC 
8013/304 po 180 minutah v 10 mM HCl s pH 2,0. *100-krat redčena kultura **10-krat redčena kultura 
Pretečen 
čas v 10 
mM HCl 
[min] 
Število živih celic v 
opazovni redčitvi 
kulture v dveh 
ponovitvah (in 
povprečje) 
Število mrtvih celic 
v opazovanih 




celic (in povprečje) 
Odstotka odmrlih 
celic (in povprečje) 
 0* 103; 95 (99) 12; 8 (10) 88,4; 91,6 (89,9) 11,6; 8,4 (10) 
30* 100; 116 (108) 12; 18 (15) 88; 84,4 (86,2) 12; 15,6 (13,8) 
60* 86; 72 (79) 10; 14 (12) 88,4; 80,6 (84,5) 11,6; 19,4 (15,5) 
90** 838; 794 (816) 220; 292 (256) 73,7; 63,3 (68,5) 26,3; 36,7 (31,5) 
180** 862; 826 (844) 267; 333 (300) 69,1; 59,7 (64,5) 30,9; 40,3 (35,6) 
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Slika 14: Statistična primerjava odstotka viabilnih celic nekapsulire bakterijske kulture Lactobacillus 
plantarum ATCC 8014/IM 308, dveh poskusov, po izpostavitvi 10 mM HCl v različnih časovnih obdobjih, s 
skupnim končnim časom 180 minut. 
 
Fotografije preparatov nekapsulirane kulture, posnetih s tehniko DIC (Slika 15), kažejo na 
minimalne morfološke spremembe, in sicer se po 90 minutah izpostavitve 10 mM HCl, 
predhodno posamične celice pričnejo združevati v majhne skupke. To bi lahko bila 
posledica propadanja celic zaradi nizkega pH, zlepljanje v skupke pa bi lahko pomenilo 
prilagoditev na okolje. 
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Slika 15: Bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8013/304 pod presevnim mikroskopom (DIC) 
pred izpostavitvijo 10 mM HCl (levo zgoraj), po 30 (desno zgoraj), 60 (levo na sredini), 90 (desno na 
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Slika 16: Nekapsulirana bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308, pod presevnim 
(levo) in fluorescenčnim (desno) konfokalnim mikroskopom, pred izpostavitvijo 10mM HCl (pH=2,0, T=37 
ºC, 200 obr./min). 
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Slika 17: Nekapsulirana bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308, pod 
fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom. Leve slike zajemajo emisijske spektre obeh fluorescentnih barvil 
(SYTO 9 in propidijev jodid), desne pa samo propidijevega jodida. Od zgornje k spodnji sliki sta razvidna 
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Slika 18: Nekapsulirana bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308, pod 
fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom. Leve slike zajemajo emisijske spektre obeh fluorescentnih barvil 
(SYTO 9 in propidijev jodid), desne pa samo propidijevega jodida. Od zgornje k spodnji sliki so razvidni 
rezultati v časovnih intervalih 90 in 180 minut po izpostavitvi 10 mM HCl (pH=2, T=37 ºC, 200 obr./min) 
 
4.2 UČINEK 10 mM HCl NA KULTURO Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308, 
KAPSULIRANO V POLISAHARIDNI ALGINATNI MATRIKS  
 
Rezultati, pridobljeni po izvedbi eksperimenta, kjer smo nekapsulirano kulturo L. 
plantarum ATCC 8014/IM 308, izpostavili 10 mM HCl, so služili kot primerjava 
rezultatom poskusa, kjer smo bakterijsko kulturokapsulirali v kalcijev alginat (Preglednica 
16). 
 
Opazovali smo alginatne mikrokapsule z integrirano bakterijsko kulturo, s povprečnim 
premerom 300µm (z največjim odstopanjem 20µm), debelina opazovane rezine pa je bila 
7,4µm.  
 
Integriteta in oblika mikrokapsul z integrirano bakterijsko kulturo sta, tudi po 180 minutah 
v 10 mM HCl, ostali nespremenjeni (Slika 20).  
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Preglednica 16: Rezultati opazovanja viabilnosti bakterijske kulture Lactobacillus plantarum ATCC 8013/IM 
304, kapsulirane v polisaharidni matriks alginat, po 180 minutah, v 10 mM HCl 
Pretečen 
čas v 10 
mM HCl 
[min] 
Število živih celic v dveh 
ponovitvah opazovanih 
vzorcev (in povprečje) 










0 382; 426 (404) 31; 45 (38) 91,9; 89,4 (90,7) 8,1; 10,6 (9,3) 
30 305; 367 (336) 34; 54 (44) 88,9; 85,3 (86,1) 11,1; 14,7 (13,9) 
45 392; 472 (432) 40; 52 (46) 89,8; 90,0 (89,9) 10,2; 10 (10,1) 
60 393; 459 (426) 34; 50 (42) 91,3; 89,1 (90,2) 8,7; 10,9 (9,8) 
90 344; 432 (388) 23, 43 (33) 93,3; 90,0 (91,7) 6,7; 10 (8,3) 
120 369; 403 (386) 32; 52 (42) 91,3; 87,1 (89,2) 9,7; 12,9 (10,8) 




Slika 19: Statistična primerjava odstotka viabilnih celic kapsulire bakterijske kulture Lactobacillus plantarum 
ATCC 8014/IM 308, dveh poskusov, po izpostavitvi 10 mM HCl s pH 2 v različnih časovnih obdobjih, s 
skupnim končnim časom 180 minut. 
 
36 
Kolmanič Bučar V. Kapsulacija probiotične kulture bakterij L. plantarum v polisaharidni matriks alginat.  




Slika 20: Mikrokapulirana bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8013/304 pod konfokalnim 
mikroskopom (tehnika DIC), po 10 (levo zgoraj), 30 (desno zgoraj), 60 (levo na sredini), 90 (desno na 
sredini), 120 (levo spodaj) in 180 (desno spodaj) minutah po izpostavitvi 10 mM HCl s pH 2. 
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Slika 21: Mikrokapsulirana bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308, pod 
fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom, (od zgoraj navzdol) 10, 60 in 90 minut po izpostavitvi 10 mM 
HCl S Ph 2,0. Leve slike zajemajo emisijska spektra obeh fluorescentnih barvil (SYTO 9 in propidijev jodid), 
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Slika 22: Mikrokapsulirana bakterijska kultura Lactobacillus plantarum ATCC 8014/IM 308, pod 
fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom, (od zgoraj navdol) 120 in 180 minut po izpostavitvi 10 mM HCl 
S Ph 2,0. Leve slike zajemajo emisijska spektra obeh fluorescentnih barvil (SYTO 9 in propidijev jodid), 
desna pa samo propidijevega jodida. 
 
Pri poskusu s kapsulirano kulturo smo vzorce opazovali pogosteje, saj smo hoteli še bolj 
natančno spremljati morebitna nihanja viabilnosti. 
 
Opazili smo, da kapsulacija bakterij, znotraj opazovanega intervala 180 minut, upočasni 
odmiranje celic, viabilnost bakterijske kulture se je namreč tudi po tem času gibala okoli 
90 % (Slika 19 in Slika 23). 
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Slika 23: Primerjava odstotkov viabilnih celic pri kapsulirani (oranžno) in nekapsulirani (modro) kulturi 
Lactobacillus plantarum ATCC 8013/304 po 180 minutah v 10 mM HCl. 
 
Uporabljeno tehniko kapsuliranja L. plantarum  ATCC 8014/308 smo ocenili za uspešno, 
saj je v simuliranih razmerah želodca kapsulirana kultura ohranila 28 % višji (σ = 4 %) 
delež viabilnosti v primerjavi z nekapsulirano, prosto kulturo. 
  
Alginat se torej ni izkazal za toksičnega celicam, sklepamo lahko, da je primeren nosilec 
bakterijske kulture ter da obdrži svojo integriteto, kot to navaja pretekla študija (Chuang in 
sod., 2017). Glede na to, da smo preskuse opazovanja izbrali L. plantarum, za katero je že 
znano, da je acidorezistentna (Landete in sod., 2010), bi bilo pri nadaljnjih poskusih 
smiselno preskusiti še druge probiotične kulture. Morebiten primeren pristop bi bil torej 
tudi integracija mešane baterijske združbe in opazovanje njihovega morebitnega 
sinergističnega ali inhibitornega učinka (Adamberg in sod., 2016). 
 
Mikrokapsulacijsko tehniko smo izvedli le z določenimi koncentracijami alginata in 
ionskih kofaktorjev, priložnost optimizacije se nanaša tudi na iskanje še najnižje možne 
koncentracije porabljenih materialov, kar bi v prihodnosti lahko pomenilo znižanje 
stroškov uporabe tovrstnega procesa. Nekatere študije (Yoo in sod., 2016) kažejo tudi na 
pozitivne učinke vključevanja prebiotikov v kapsulirane probiotične kulture. Čeprav se ne 
nanašajo na enak poskus, kot smo ga izvedli mi, bi lahko tak pristop morda še izboljšal 
naše rezultate. 
 
Dodatek nutrientov, ki jih mikroorganizmi ne porabljajo v svojem metabolizmu, so pa zato 
blagodejni za človeka (zdravila, nekateri vitamini, mikroelementi in druge 
makromolekule), v mikrokapsule, bi za uporabnika pomenil hkratno kombinacijo 
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blagodejnih lastnosti. Po pričakovanjih, upoštevajoč pretekle raziskave (Chuang in sod., 
2017) so alginatne mikrokapsule, ki obdajajo integrirane celice bakterijske kulture, 
delovale zaščitno pred simuliranimi razmerami želodca. Pri tem smo upoštevali 
temperaturo, pH in minimalen mehanski stres.  
 
Za dejanski vpogled na realno stanje viabilnosti probiotikov v mikrokapsulah, bi bilo 
smiselno mikrokapsule z integrirano bakterijsko kulturo obdati z dejanskim želodčnim 
sokom, saj ta poleg že omenjenih parametrov vsebuje še encime, med drugim pa bi v 
dvanajsterniku na mikrokapsule deloval še žolč.  
 
Raziskave v smeri kapsulacije probiotikov bi bilo smiselno nadaljevati z ozirom na 
dejansko sposobnost prehajanja alginatnih mikrokapsul (z integrirano bakterijsko kulturo) 
preko vseh pregrad človeškega trakta. Ob tem bi morale mikrokapsule ohraniti zadostno 
viabilnost bakterijske kulture ter se na tarčnem mestu pri nevtralnem pH črevesja, dejansko 
čimučinkoviteje razgraditi. S tem bi svojo vsebino učinkovito sprostile v lumen črevesja. 
Za ta namen bi bilo smotrno izvesti še ekspeeriment v smislu celerostata (torej gradientnim 
zmanjševanjem koncentracije npr. žolčnih soli), v tem primeru pa bi lahko opazovali tudi 
morebitno spreminjanje deležev mikrobnih populacij, saj se, zaradi sprememb okolja v 
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5 SKLEPI  
Simulirane razmere želodca (pri temperaturi 37 ºC, stresanju pri 200 obr./min. in pri pH 
2,0), negativno vplivajo na viabilnost bakterijske kulture L. plantarum ATCC IM 
8014/308. 
 
Z alginatom mikrokapsulirana bakterijska probiotična kultura L. plantarum ATCC IM 
8014/308, je v simuliranih razmerah želodca, po 3 urah inkubacije, izkazala boljše 
preživetje, kot nekapsulirana. 
 
Pri nekapsulirani kulturi smo glavni upad viabilnosti opazili v časovnem intervalu med 60 
in 90 minutami po izpostavitvi simuliranim razmeram želodca, trend upadanja viabilnosti 
pa se je nadaljeval tekom celotnega 3-urnega intervala. 
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Bakterije vrste L. plantarum uvršamo med mlečnokislinske bakterije. Tradicionalno 
laktobacile te vrste uporabljamo pri pripravi fermentiranih živil, nekateri sevi pa izkazujejo 
tudi probiotične lastnosti.  
 
Mnoge raziskavejo kažejo na nedvoumno vlogo vrste L. plantarum pri zagotavljanju 
optimalnega delovanja človeškega telesa ter s tem povezanimi možnimi medicinskimi 
aplikacijami. Danes je znano, da imajo biološko aktivne učinkovine, ki jih bakterije 
proizvaja imunomudolatorno (antiinflamatorno, imunoproliferativno) in/ali protimikrobno 
delovanje. Glavne biološko aktivne snovi, ki jih proizvajajo bakterije vrste L. plantarum, 
so ekstracelularni proteini, eksopolisaharidi, bakeriocini in lipotehojska kislina. Dodatna 
prednost bakterijske vrste L. plantarum je njeno relativno enostavno gojenje v 
laboratorijskih razmerah. Gojenje kulture se dobro obnese tako na trdnih, kot tudi v tekočih 
gojiščih, z vedno predvidljivo dinamiko rasti ob standardiziranih razmerah in uporabi 
neoporečne starterske kulture. 
 
Laboratorijski del naše raziskave je bil razdeljen na tri dele. V prvem delu smo bakterijsko 
kulturo L. plantarum ATCC 8014/IM 308 gojili na trdnih selektivnih in obogatitvenih 
gojiščih. Gojišča z izkazano ustrezno morfologijo kolonij smo preverili še mikroskopsko in 
jih shranili. Sev L. plantarum ATCC 8014/IM 308 izkazuje lastnosti probiotika, saj 
producira spojino CLA (Hosseini, 2018), katere določeni izomeri imajo dokazano 
antiproliferativne lastnosti na celice raka prostate (Ochoa, 2004). Proteaze L. plantarum 
ATCC 8014/IM 308 razgrajujejo tudi imunogene komponente glutena (gliadine) (Hamid in 
sod., 2019). In vitro L. plantarum ATCC 8014/IM 308 izkazuje širospektralno 
protimikrobno aktivnost (Gaudana in sod., 2010).  
 
V drugem delu naloge, smo kulturo L. plantarum ATCC 8014/IM 308, v pozni 
eksponentni fazi rasti, kapsulirali v alginatne mikrokapsule.  
 
V tretjem delu smo tako pripravljene mikrokapsule izpostavili simuliranim razmeram 
človeškega želodca in, v različnih časovnih intervalih, opazovali integriteto mikrokapsul in 
viabilnost bakterijske kulture L. plantarum ATCC 8014/IM 308, s konfokalnim 
mikroskopom. 
 
Ugotovili smo, da kapsulacija vpliva na stopnjo viabilnosti bakterijske kulture L. 
plantarum ATCC 8014/IM 308. Največji upad viabilnosti smo opazili v časovnem 
intervalu med 60-90 minutami, in sicer pri nekapsuliranem vzorcu L. plantarum ATCC 
8014/IM 308, ki je bil izpostavljen simuliranim razmeram človeškega želodca. 
Mikrokapsulirana kultura, ujeta v alginat, praktično ni kazala trenda upadanje viabilnosti, 
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tekom celotnega, 3-urnega poskusa, medtem, ko se je trend upadanja viabilnosti pri 
nekapsulirani kulturi nadaljeval vse do zadnjega vzorca, odvzetega po 180 minutah. 
 
Rezultati so nam dali pomemben vpogled v primernost tovrstne uporabe mikrokapsul kot 
netoksičnih medijev za transport probiotikov v prebavila ljudi in/ali živali. Čeprav smo 
zaščitno vlogo alginata, pred uničujočim delovanjem pH kislega okolja želodca 
pričakovali, pa smo vseeno bili presenečeni nad izrazito visoko stopnjo ohranjene 
viabilnosti v simuliranih razmerah želodca, v primerjavi z nekapsulirano kulturo L. 
plantarum.  
 
Ugotovili smo torej, da je alginat primeren nosilec bakterijske kulture L. plantarum ATCC 
8014/IM 308, seva, ki izkazuje lastnosti probiotika, zaradi produkcije spojine CLA 
(Hosseini, 2018), katere določeni izomeri imajo dokazano antiproliferativne lastnosti na 
celice raka prostate (Ochoa, 2004). Proteaze L. plantarum ATCC 8014/IM 308 razgrajujejo  
imunogene komponente glutena (gliadine) (Hamid in sod., 2019) in s tem zmanjšujejo 
vnetni odgovor pri ljudeh, alerginičnih na gluten. In vitro L. plantarum ATCC 8014/IM 
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Opis postopka barvanja po Gramu 
 
Povzeto po besedilu iz članka Smith in Hussey (2005), smo barvanje izvedli tako, da smo 
na, s 70 % etanolom očiščeno in osušeno objektno steklo, nanesli 100 µL sterilne 
fiziološke raztopine in v njej, ob uporabi aseptičnih tehnik ob Bunsenovem gorilniku, 
raztopili in po čimvečji površini razmazali eno cepilno zanko ene kolonije kulture, zrasle 
na trdem gojišču). 
 
Kulturo, razmazano po objektnem stekelcu, smo na Bunsenovem gorilniku ožgali nad 
plamenom, obrnjeno s kulturo navzgor, torej stran od plamena, 3-krat po 3 sekunde, z 
vmesnimi 10-sekundnimi intervali ohlajanja in jo s tem fiksirali. 
 
Nato smo nanesli kristal vijolično barvilo (na fiksiran preparat smo odpipetirali 2 mL 
barvila kristal vijolično, tako da ga je popolnoma prekrilo) na stekelce ter počakali 2 
minuti. 
Sledilo je spiranje z destilirano vodo (spirali smo do popolne odstranitve nevezanega 
tekočega kristal vijoličnega barvila). 
 
V naslednjem koraku smo nanesli lugol (odpipetirali smo 2 mL lugolove ratzopine, da je 
popolnoma prekrila objektno stekelce). 
 
Po 2 minutah delovanja lugola smo preparat sprali z organskimi topili (z mešanico 96 % 
etanola in acetona (1:1), ob tem se je iz preparata spral še preostanek nevezanega kristal 
vijoličnega barvila. 
 
Kot zadnje, kontrastno, barvilo, smo nanesli še safranin (odpipetirali smo 2 mL safranina, 
tako da je bilo objektno stekelce popolnoma prekrito) ter pustili 2 minuti, da se je barvilo 
vezalo. 
 
Tudi po nanosu safranina smo preparat sprali z destilirano vodo (spirali smo do popolne 
odstranitve nevezanega tekočega barvila safranina). 
 
Pred opazovanjem pod mikroskopom, smo preparat še osušili na sobni temperaturi, 20 
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Nastavitve parametrov, ki smo jih uporabili za opazovanje mikrokapsulirane kulture, z 
uporabo navadne svetlobne presevne tehnike (DIC), na konfokalnem mikroskopu LSM 
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Nastavitve parametrov, ki smo jih uporabili za opazovanje mikrokapsulirane kulture, z 
uporabo navadne fluorescentne tehnike (LSM), na konfokalnem mikroskopu LSM 800 
(Carl Zeiss, Nemčija). 
 
 
